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still high in solution, and the conversion into 2‐methylisocitrate had not occurred. It was 
concluded that in this experiment enzymatic activity provided no measureable effect as a result 
of increased substrate concentration.  Results are shown in Figure 13. 
 
 
Figure 13. Assay results at 200 mM pyruvate and 100 mM succinate 
 
IV.C Synthesis of 2‐Methylisocitrate Results 
IV.C.1 Results for Synthesis of Cis‐epoxymethylsuccinate Disodium Salt 
One dimensional proton nuclear magnetic resonance results provide evidence to 
support the presence of the disodium salt with chemical shift peaks as follows: 1H‐NMR 
(500Mhz, D2O):  = 1.38 ( 3H, s, CH3),  3.24 ( 1H, s, OCH); 13C‐NMR (125 MHz) :  = 19.57, 61.93, 
63.62, 174.00, 175.47 ppms. Other major peaks in these spectra describe impurities from 
acetone and water from the experimental work‐up.  Spectra are shown in Figures 14 and 15 and 
correlate with previously reported data. 
Figure 14. 1‐D proton spectru
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m of cis‐epoxymethylsuccinate disodium salt 
 
Figure 15. 1‐D Carbon NMR
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 of cis‐epoxymethylsuccinate disodium salt 
 
IV
e
(1
p
u
.C.2  Results
One‐d
poxymethylsu
H, s, OCH); 13
eaks in these
p.  Spectra ar
Figure 16
 for Synthesi
imensional p
ccinic acid w
C‐NMR (125 
 spectra desc
e shown in F
. Proton NMR
s of Cis‐epox
roton NMR re
ith results as
MHz, CDCl3) 
ribe impuritie
igures 16 and
 results supp
31 
ymethylsucc
sults provide
 follows: 1H‐N
 = 18.40, 58
s from aceto
 17. 
 
orting the sy
inic Acid 
s evidence t
MR (500 MH
.30, 60.22, 1
ne and ethe
nthesis of cis
o support the
z)  = 1.56 (
67.26, 168.52
r from the ex
‐epoxymethy
 presence of
3H, s, CH3), 3
. Other majo
perimental w
lsuccinic acid
 cis‐
.57 
r 
ork‐
 
 
Figure 17. Carbon NMR results supp
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CHAPTER V 
 
CONCLUSION 
 
 
So far, we have been able to provide partial evidence to support the proposed reaction 
mechanism of yqiQ, 2‐methyl isocitrate lyase. Results from this research support that in a 
solution of pyruvate and succinate, the presence of YQIQ promotes a decrease in the 
concentration of pyruvate over time. This provides an increase in absorbance 
spectrophotometrically, due to the fact that lactic dehydrogenase has a lesser concentration of 
pyruvate to convert into lactate.  
  Successful synthesis of the first three intermediates of five to eventually produce 2‐
methylisocitrate has been conducted. The future goal of this project is to eventually complete 
the synthesis of 2‐methylsiocitrate in order to test the compound in solution with YQIQ to 
attempt to confirm the forward reaction.  Kinetic studies will follow to characterize the rate of 
conversion of the enzyme.   
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